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® Stabilisiertes Thrombin, seine Herstellung und seine Verwendung als Thrombinzeitreagens. 

© Die Erfindung betrifft stabilisiertes Thrombin, Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung als 
Reagens zur Bestimmung der Thrombinzeit. " 
Das erfindungsgemafi stabilisierte Thrombin enthSIt ein Stabilisatorgemisch aus 

Stabilisator I : HEPES-Puffer, 

Stabilisator II : Thiomersal, 

Stabilisator III: durch partielle Hydrolyse von Collagen erhaltene Gelatine sowie gegebenenfalls 
Stabilisator IV: Polybren. 

Das Reagens ist ohne Stabilisator IV heparinempfindlich, mit Stabilisator IV bis zu 2 U Heparin/I heparinun- 
empfindlich. 

Das stabilisierte Thrombin liegt vorzugsweise in Form einer isotonischen Kochsalzlosung vor. 

Das flussige Reagens besitzt gute Lagerungsstabilitat und kann ohne Aktivitatsverlust lyophilisiert werden. 
Die Lyophilisate sind in gefriergetropknetem Zustand stabil. 

Mit diesem Reagens konnen Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Thrombinzeitbestimmung erheblich 
verbessert werden. Ebenso wird die Anwenderfreundlichkeit der Methode (Bestimmung mit und ohne Beeinflus- 
sung durch Heparin) erhoht. 

Das Reagens kann in einfacher Weise hergestellt und wiederholt ohne Aktivitatsverlust eingefroren und 
aufgetaut werden. 
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Die Erfindung betrifft ein stabilisiertes Thrombin als Reagens zur Bestimmung der Thrombinzeit, ein 
Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung. 

Thrombin (Gerinnungsfaktor Ha) hat eine gro/te Bedeutung fur hamostaseologische Untersuchungen. 
Die Instabililat von Thrombin besonders in Losung beeintrachtigt aber die Ergebnisse analytischer Metho- 
5 den und damit deren Anwendbarkeit bei der Klarung diagnostischer und anderer Fragestellungen. 

Es ist bekannt, dafl die Instability von Thrombin bei der Thrombinzeitbestimmung (z.B. nach A.B.(D.L.)- 
DDR) einerseits besondere Festlegungen erfordert, welche die Herstellung, Einstellung und Haltbarkeit der 
Thrombin-RL betreffen, andererseits wird der Test durch das Fehlen eines stabilen und standardisierten 
Reagens arbeitsaufwendig, und die Verwertbarkeit der Ergebnisse fur bestimmte diagnostische Fragestel- 
10 lungen ist eingeschrankt bzw. wird durch die mangelnde Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Methode 
beeintrachtigt. 

So mu0 z.B. die Thrombi n-RL-Serie fur die Bestimmung der Thrombinzeit des Plasmas (z.B. nach A.B.- 
(D.L.)-DDR-83) fur jede Untersuchungsserie in ihrer Aktivitat neu mit Normalplasma auf 17,5 ± 0,5 s 
eingestellt werden. 

75 Die Haltbarkeit von Thrombin in Polyethylengefa/ten bei 37 0 C wird mit 1 h angegeben. Genauigkeit 
und Richtigkeit der Methode lassen daher zu wunschen ubrig. Diese Methode ist ferner nicht zur 
Uberwachung der Heparintherapie geeignet. 

Aus DD-A-1 58857 ist ein Thrombinstabilisator fur Laboratoriumsdiagnostika bekannt, der auf der 
synergistischen Wirkung von Proteaseinhibitoren (Aprotinin), einem Chelatbildner, vorzugsweise Ethylendi- 

20 amintetraessigsaure (EDTA). und Rinderserumalbumin beruht. Als Substrat fur das stabilisierte Thrombin 
wird dabei das chromogene Substrat Tos-Gly-Pro-Arg-pNa verwendet. 

Dieser Stabilisator ist fur die Thrombinzeitbestimmung (Substrat Fibrinogen) nicht verwendbar, da die 
Chelatbildner die Calciumionen des Plasmas weitgehend binden, wodurch es zu einer Polymerisationshem- 
mung bei der Fibrinogen-Fibrin-Umwandlung kommt. Infolgedessen werden 100-fach hohere Thrombin- 

25 Konzentrationen benotigt, urn eine Gerinnung von Plasma zu erreichen. Der Test ist jedoch in dieser Form 
nicht mehr fur die Thrombinzeitbestimmung hinsichtlich der diagnostischen Fragestellung geeignet, ob eine 
Antithrombinwirkung bzw. eine Polymerisationshemmung oder ein Fibrinogenmangel bzw. eine Dysfibrino- 
genamie vorliegen. Werden die Chelatbildnerkomponente und das Aprotinin weggelassen (M. Miller- 
Andersson et al.: Preparation and Stability of a Highly Purified Human Thrombin Standard, Thromb. Res 20 

30 (1980) 109-122), so ergibt sich bei hochgereinigtem Thrombin allein durch die Albuminkomponente schon 
ein thrombinstabilisierender Effekt; die erreichte Stabilitat ist jedoch nicht ausreichend. Das Verfahren ist 
auflerdem kostenaufwendig, bedingt durch den relativ hohen Preis des Albumins. 

Gemafl DD-A-1 50544 wird Gelafusal ® , eine Losung partiell abgebauter, durch Hydrolyse von Collagen 
erhaltener Gelatine, zur Stabilisierung von Streptokinase eingesetzt. Allerdings ist in dieser Druckschrift nur 

35 eine Stabrlitatserhohung der Lyophilisate beschrieben, und die vorgeschlagenen Gelafusalkonzentrationen 
sind fur eine Stabilisierung des Thrombins nicht wirksam. 

HEPES (4-{2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure) ist ferner als hervorragender zwitterionischer 
Puffer zur Stabilisierung von Plasma beschrieben (G. Topfer et al.: Beitrag zur Kontrolle der Qualitat von 
Gerinnungsanalysen, 1. Mitt.; Zbl. Pharm. 123 (1984) 697-701), jedoch ist ein thrombinstabilisierender Effekt 

40 bisher unbekannt. 

Infolge der Abgabe von CO2 aus dem Plasma kommt es innerhalb von 2 bis 3 h nach der Blutentnahme 
(z.B. Citratblutgewinnung nach A.B.(D.L.)-DDR) zu einer pH-Wert-Erhohung des Plasmas, die in Abhangig- 
keit des Verhaltnisses von Oberflache zu Volumen unterschiedlich hoch ausfallt. 

Diese Veranderung des pH-Werts kann das Ergebnis der Thrombinzeitbestimmung in einem solchen 
45 Umfang beeinflussen, da/3 vollkommen unbrauchbare Resultate erhalten werden (vgl. Tab. 3). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein als Thrombi nzeitreagens geeignetes stabilisiertes 
Thrombin und seine Herstellung und Verwendung anzugeben, womit die bestehenden, auf der instability 
des Thrombins beruhenden Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Thrombinzeit uberwunden werden 
sollen. 

50 Neben der Gewahrleistung einer ausreichenden Lagerungsstabilitat soli das Thrombinzeitreagens ohne 
Aktivitatsverlust lyophilisiert werden kbnnen und in der gefriergetrockneten Form stabil seln. Weiterhin 
sollen die Genauigkeit und Zuverl&ssigkeit der Thrombinzeitbestimmung verbessert und ihre Anwendungs- 
freundlichkeit erhoht werden. 

Das stabilisierte Thrombin sollte ferner auch eine Thrombinzeitbestimmung ohne Beeinflussung durch 

55 Heparin gestatten. 

Die Aufgabe wird anspruchsgema/J gelost. Die abhangigen Anspruche betreffen vorteilhafte AusfUh- 
rungsformen. 

Das erfindungsgemafie stabilisierte Thrombin enthalt, neben dem Thrombin, drei Stabil isatoren: 
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Stabilisator I : HEPES-Puffer. 
Stabilisator li : Thiomersal und 

Stabilisator II!: durch partielle Hydrolyse von Collagen erhaltene Gelatine. 

Das stabilisierte Thrombin liegt vorteilhaft in Form einer isotonischen Salzlosung, insbesondere einer 
isotonischen Kochsalzlosung, vor. 

Das erfindungsgemafi stabilisierte Thrombinzeitreagens enthalt, sofern es in Losung vorliegt, vorteilhaft 
als Pufferkomponente 0,03 bis 0,06 mol/l HEPES, vorzugsweise 0,05 mol/l, vom pH 7,55 (gemessen bei 20 
° C). Dieser pH-Wert entspricht dem pKA, wodurch eine hohe Pufferkapazitat erreicht wird (Tab. 3). 

Selbst ein vollig von CO2 entgastes Plasma (pH = 8,6) bleibt in seiner Thrombinzeit unbeeinfluflt. da 
im Reagens-Plasma-Gemisch der pH-Wert unter 7,8 liegt. 

Die Erfindungskonzeption beruht auf der uberraschenden Feststellung, dafl HEPES-Puffer als Thrombin- 
Stabilisator wirkt (Tab. 1) (Stabilisator I). 

Das Thiomersal (Na-Salz der Ethylmercurithiosalicylsaure) (Stabilisator II) dient dazu, in der Thrombin- 
losung ein Wachstum von Mikroorganismen zu unterbinden. 

Uberraschenderweise wurde aber auch gefunden, dafl Thiomersal in der angegebenen Konzentration 
einen thrombinstabilisierenden Effekt ergibt und mit dem HEPES-Puffer synergistisch wirkt (Tab. 1). Es 
wurde gefunden, dafl 25 bis 40 ml Gelafusal (Serumwerk Bernburg) und vorzugsweise 33 ml je Liter 
Thrombinzeitreagens zu einer weiteren Thrombinstabilisierung fUhren (Stabilisator III), wobei Gelafusal 35 g 
durch partiellen Collagenabbau erhaltene Gelatine (mittlere Molekulmasse M = 35 kD) und 8,0 g Natrium- 
chlorid pro Liter enthalt. 

Die vorzugsweise eingesetzten 33 ml Gelafusal entsprechen einer Konzentration von 1,16 g Gelatine/I 
Thrombinzeitreagens. 

Zur Verwendung des Thrombinzeitreagens hat das erfindungsgema/te stabilisierte Thrombin vorteilhaft 
folgende Zusammensetzung pro 2500 NIH-Einheiten Thrombin in isotonischer Kochsalzlosung, vorzugswei- 
se 0.154 mol/l, je Liter: 

Stabilisator I : 26.4 bis 52.8 ml und vorzugsweise 44 ml HEPES-Pufferldsung einer Konzentration 
von 1,15 mol/l, 

Stabilisator II : 250 bis 750 mg und vorzugsweise 500 mg Thiomersal und 

Stabilisator III: 25 bis 40 ml und vorzugsweise 33 ml Gelafusal (erhalten durch partielle Hydrolyse 
von Collagen) mit einem Gehalt von 35 g partiell hydrolysierter Gelatine und 8,0 g 
NaCI pro Liter. 

Das erfindungsgema/te stabilisierte Thrombin kann ferner auch als Stabilisator IV Polybren enthalten, 
vorzugsweise in einer Menge von 10 ml Polybrenlosung einer Konzentration von 1,1 mg/ml pro Liter. 

Das stabilisierte Thrombin wird gema/3 der Erfindung so hergestellt. dajS zunachst das Thrombin, 
vorteilhaft handelsubliches, nicht besonders gereinigtes Thrombin, in isotonischer Salzlosung, vorteilhaft 
Kochsalzlosung, (0,154 mol NaCI/l) gelost wird, worauf dann die Stabilisatoren I bis III und gegebenenfalls 
auch der Stabilisator IV zugegeben werden. 

Das stabilisierte Thrombin kann vorteilhaft auch so hergestellt werden, da/3 die erforderliche Menge 
Thrombin in einer isotonischen Salzlosung, insbesondere Kochsalzlosung, die bereits die Stabilisatoren I bis 
IN und im Fade eines heparinunempfindlichen Reagens auch den Stabilisator IV enthalt, gelost wird. 

Dieses Gemisch kann zur langeren Lagerung lyophilisiert werden. Wiederaufgelostes Lyophilisat zeich- 
net sich durch gleichbleibende, reproduzierbare Thrombinaktivitat aus. 

Losungen des stabilisierten Thrombins, die direkt durch Mischen der Komponenten Oder durch 
Auflosen eines Lyophilisats hergestellt sind, konnen ohne Aktivitatsverlust wiederholte Male, vorteilhaft 
durch Abkuhlen auf -20 *C, eingefroren und, vorteilhaft durch Erwarmen auf +20 *C, wiederaufgetaut und 
verwendet werden. 

Das erfindungsgema/te Verfahren zur Thrombi nzeitbestimmung ist dadurch gekennzeichnet, daB stabili- 
siertes Thrombin gemafi der Erfindung eingesetzt wird. Das Thrombinzeitreagens wird gunstigerweise mit 
Normalplasma auf die gewunschte Thrombinaktivitat eingestellt, insbesondere so, da/5 Normalplasma 
innerhalb von 17 ± 0,2 s (Mittelwert aus 10 Bestimmungen) gerinnt. 

Durch die spezielle Stabilisierung mit den Stabilisatoren I, II und Ml wird das Thrombin derart stabilisiert, 
dafl es mehreren Gefrier-Auftau-Zyklen unterzogen und auch lyophilisiert werden kann, wobei die Lyophili- 
sate eine hohe Lagerungsstabilitat aufweisen. Mit dem stabilisierten Thrombin als Thrombinzeitreagens laflt 
sich die Thrombinzeit diagnostisch mit Oder ohne Heparinabhangigkeit bestimmen, so da/J es auch zur 
Uberwachung der Heparintherapie im niedrigdosierten Bereich herangezogen werden kann. 

Das erfindungsgema/te stabilisierte Thrombin kann also ohne Aktivitatsverlust in eingefrorenem wie 
auch in lyophilisiertem Zustand gelagert werden. 

Das Thrombinzeitreagens zeichnet sich durch eine verbesserte Gebrauchsdauer im gelosten, flussigen 
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und im tiefgefrorenen Zustand bei Temperaturen zwischen vorzugsweise -20 °C und +20 0 C, aber auch 
bei der Mefltemperatur von 37 • C aus, wobei mehrere Gefrier-Auftau-Zyklen mit dem gleichen Reagens 
moglich sind. Weiterhin werden mit der vorgeschlagenen Zusammensetzung des Thrombinzeitreagens die 
Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Thrombinzeitbestimmung verbessert, und es wird die Moglichkeit 
geschaffen, den bekannten Einflu/3 von Heparin auf das Ergebnis der Thrombinzeitbestimmung wahlweise 
auszuschalten oder das Ergebnis fur die diagnostische Fragestellung der Beurteilung der Heparinwirkung im 
niedrigdosierten Bereich bei der Heparintherapie gezieit zu nutzen. 

Das oben angegebene erfindungsgemafle Verfahren zur Stabilisierung von Thrombin als Thrombinzeit- 
reagens beinhaltet vorzugsweise das Auflosen von etwa 2500 NIH-Einheiten Thrombin (beispielsweise 
Thrombin fur Testzwecke, Arzneimittelwerk Dresden GmbH) in einem Gemisch aus isotonischer Kochsalzlo- 
sung (0,154 mol/l NaCI), der die Stabilisatoren i (HEPES- Puffer, II (Thiomersal) und III (Gelafusal) im 
angegebenen Konzentrationsbereich unter Ruhren zugegeben wurden, so dafl das Gesamtvolumen 1,00 I 
betragt. Dieses Gemisch wird im folgenden als Stabilisator l-HI bezeichnet. 

Die hergestellte Thrombinlosung wird in silikonisierten Glasgefa/ten (z.B. Silikonisierung nach A.B.(D.L.)- 
DDR) aufbewahrt. Die stabilisierte Thrombinlosung wird nach A.B.(D.L.)-DDR mit einem Normalplasma als 
Substrat durch Zugabe von Thrombin, das mit NIH-E/ml im Stabilisator Mil gelost ist, bzw. durch Zugabe 
von Stabilisator l-lll allein so eingestellt, dafi bei der Thrombinzeit (TZ) nach A.B.(D.L.)-DDR das Normal- 
plasma innerhalb von 17,0 ± 0,2 s gerinnt. 

Es wurde festgestellt, daJ3 bei der Durchfuhrung der Thrombinzeitbestimmung mit dem erfindungsge- 
maflen Thrombinzeitreagens die Methode heparinempfindlich ist; bei Verwendung von Thrombin fur 
Testzwecke (Arzneimittelwerk Dresden GmbH) zeigt die TZ Verlangerungen bei £ 0,025 IE Heparin/ml (Tab. 
4). 

Setzt man dieser Thrombinlosung (Stabilisatoren l-lll) Polybren (Hexadimethrinbromid. Poly(1.5- 
Dimethyl-1 ,5-diazoundecamethylenmethobromid), Copolymer aus N,N,N\N'-Tetramethyl-1 ,6-hexandiamin 
und 1 ,3-Dibrompropan, Heparin-Antagonist) (Stabilisator IV) in einer Konzentration von 0,11 g pro Liter 
Thrombinzeitreagens zu, so kommt es zu einer weiteren Stabilitatserhohung des Thrombins (Tab. 1) (als 
Stabilisator l-IV bezeichnet). 

Die Einstellung der Thrombi naktivitat des Thrombinzeitreagens erfolgt wie beschrieben mit Normalplas- 
ma, wobei jedoch vorteilhaft Thrombin (100 NIH-E/ml) in dem Gemisch der Stabilisatoren l-IV gelost und 
diese Stabilisatoren selbst zur Verdunnung des Thrombinzeitreagens eingesetzt werden. 

Es wurde gefunden, dai3 Polybren in der angegebenen Konzentration von 0,11 g/l 2 bis 3 IU Heparin/ml 
inhibiert, so dai3 eine Thrombinzeitbestimmung unabhangig von Heparin moglich ist (Tab. 4). 

Es wurde ferner festgestellt, dai3 die Empfindlichkeit der Thrombinzeit auf FDP, Dysfibrinogenamie bzw. 
Fibrinogenmangel unbeeinfluflt bleibt. DerngemaB ist aus den Ergebnissen der Thrombinzeitbestimmung 
mit und ohne Polybren (Stabilisator l-IV, Stabilisator l-lll) eine Einschatzung der Heparinwirkung bei einer 
Heparintherapie im niedrigen Dosierungsbereich moglich (Tab. 4). 

Ein wesentlicher Vorteil des neuen Verfahrens ist die Tatsache, da/3 die Thrombin-RL*-Reagensldsung 
nicht mehr fur jede Untersuchungsserie neu in ihrer Aktivitat eingestellt werden mufl. Dadurch wird das 
Verfahren wesentlich anwendungsfreundlicher und praziser, Vorteile, die sich besonders im Bereitschafts- 
dienst und Nachtdienst zeigen. (Einzelfehler bei der Aktivitatseinstellung entfallen, vgl. Tab. 6). 

Es wurde festgestellt, daB sowohl das Thrombinzeitreagens mit den Stabilisatoren l-lll als auch das mit 
den Stabilisatoren l-IV ohne Aktivitatsverlust lyophilisiert werden kann (Tab. 2) und dafl das Lyophilisat 
wahrend der Lagerung stabil ist (Tab. 5). Ferner ergab sich, dafl bei der Lyophilisation die Verwendung 
silikonisierter Glasgefa/te zweckmaflig ist. Damit eroffnet die Erfindungskonzeption auch die Moglichkeit, 
Thrombinzeitreagentien industriell herzustellen und in standardisierter Form, d.h. auf die geforderte Throm- 
binaktivitat eingestellt, in den Verkehr zu bringen. 

Untersuchungen ergaben, dafl die Thrombinzeitreagentien bis zu 10 Mai einem Gefrier-Auftau-Zyklus 
ausgesetzt werden konnen. 

Anwendungsbeispiel 

Herstellung des Thrombinzeitreagens und Einstellung auf die gewDnschte Thrombi naktivitat erfolgten 
wie bereits beschrieben. 

Thrombinzeitreagens mit den Stabilisatoren Mil 

Etwa 2500 NIH-Einheiten Thrombin (Thrombin fur Testzwecke, Arzneimittelwerk Dresden GmbH) 
werden in einem Gemisch aus 923 ml isotonischer Kochsalzlosung (0,154 mol/l NaCI) gelost, der die 
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folgenden Komponenten unter ROhren zugesetzt wurden: 

Stabilisator I : 44 ml HEPES-Puffer vom pH = pKA = 7,55 mit einer Konzentration von 1,15 mol/l; 
Stabilisator II : 500 mg Thiomersal; 
Stabilisator III: 33 ml Gelafusal. 

Thrombinzeitreagens mit den Stabllisatoren l-IV 

2u einem Liter des Gemischs mit den Stabilisatoren Mil setzt man als Stabilisator IV 10 ml einer 
Losung von Polybren (1,1 g/l) zu und lost darin 2500 NIH-Einheiten Thrombin. 

In den nachfolgenden Tabellen wird ein Uberblick uber die stabilisierenden Eigenschaften, die Pufferei- 
genschaften und die Genauigkeitssteigerung der Stabilisatoren l-IV gegeben. 

Tabelle 1 



Synergistische stabilisierende Wirkung von 
Stabilisator I-IV 



Stabilitat in Tagen (d) 

Stabilisator 

bei +4 °C bei +20 °C 





Thrombin mit isotonischer Koch- 






30 




salzlosung 










(ohne Stabilisator) 


3 


1 






mit HEPES (I) 


8 


2 


35 




Thiomersal (II) 


8 


1 




Gelafusal (III) 


15 


3 






Polybren (IV) 


15 


15 




HEPES + 


Thiomersal 


15 


3 


40 


HEPES + 


Gelafusal 


15 


3 




HEPES + 


Polybren 


15 


3 




Thiomersal + Polybren 


15 


15 


45 


Gelafusal + Polybren 


15 


15 




HEPES + 


Thiomersal + Gelafusal (I-III) 


150 


15 




HEPES + 


Thiomersal + Polybren 


15 


15 


50 


Thiomersal + Gelafusal + Polybren 


15 


15 


HEPES + 
HEPES + 


Gelafusal + Polybren 
Thiomersal + Gelafusal + 


150 


15 






Polybren 


180 


15 



55 zum Vergleich: 

Rinderserumalbumin (1 %) 5 2 
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Tabelle 2 

Stabilitat der erf indungsgemSBen Stabilisatorkombinationen 
nach Einf rier-Auf tau-Zyklen bzw. nach Lyophilisation 



Anzahl der Einf rier-Auf - TZ vor/nach 
Reagens tau-Zyklen ohne Akti- Lyophilisation 

vitSltsverlust (s) 



Thrombin RL* nach A . B . 0 17,0/60,2 

(ohne Stabilisatoren) (Aktivitat sinkt nach 

1 Zyklus auf rund 50 %) 

mit Stabilisator I-III 5 16,8/16,8 

mit Stabilisator I-IV 10 17,0/17,1 



Tabelle 3 

pH-Wert-Abhangigkeit der Thrombinzeit nach A .B. (D.L. )-DDR 
und der mit HEPES stabilisierten Thrombinzeitvariante 

gem a 6 der Erf indung 

pH-Wert des Plasmas TZ nach A ' B ' TZ ^abilisiert 



(s) mit HEPES (s) 



7,40 
7,80 
8,00 
8,20 
8,40 
8,60 



26,8 
28,2 
28,4 
37,0 
43,0 
grQBer 180 



23,8 
24,0 

23,9 
24,2 

24,3 
24,5 
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40 



45 



50 



Tabelle 4 

EinfluB von Heparin auf die TZ (s) mit und ohne Polybren 

im Re a gens 



75 



0,025 0,05 0,075 0,1 0,5 1,0 2,0 3,0 5,0 



HeparinVonzen- 
1Q tration (jB/ml) 0 

Stabilisatoren 

I -III 18,0 20,2 32,5 64,8 194 >300 >300 >300 *300 ^300 

Stabilisatoren 



I -IV 



17,8 17,9 18,0 17,8 18,0 17,9 18,2 18,1 18,3 27,8 



20 



Tabelle 5 



25 



30 



35 



Stabilitat von lyophil isiertem Thrombi nrea gens 



Stabilisator Anzahl der Einfrier- Stabilitat Stabilitat des ge- 

Auftau-Zyklen ohne des Lyophili- ldsten Lyophilisats 
Stabilitatseinbufle sats bei bei 

+4 °C +4 W C +20"C +37°C 
aufbewahrt zu je 2 ml 

Stabilisator 

I -III 



Stabilisator 
I -IV 



3 
5 



>8 Monate 
>& Monate 



7 d 
7 d 



3d 
4 d 



2 h 



55 
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Tabelle 6 

Abhangigkeit der zeitabhangigen Genauigkeit von der 
Verfahrensweise bzw. void Stabilisator der TZ-Bestimnung 

1. Nach A. B. (D.L.)DDR (Thrombinaktivitat 1st fUr jede Serie 

mit Normalplasma erneut einzustellen. ) 

2. Stabilisator I -III 25 d bei + A # C stabil 

3. Stabilisator J -IV 180 d bei + 4 °C stabil 

4. Lyophilisate mit Stabilisator 
I -III (taglich neu auflosen) 

5. Lyophilisate mit Stabilisator 
I -IV (taglich neu auflosen) 



zeitabhangige 
Genauigkeit 
•s {%) 



Priif material' 
1 . 



5,2 



= Kontro 11 plasma mit TZ 
2. 3. 4.* 



2,0 



1.5 



2,8 



19,0 
5. 

2,3 



Die obigen experimentellen Ergebnisse zeigen die uberraschende, starke synergistische Wirkung der 
Stabilisatorkomponenten und die gro/te Stabilitat des erfindungsgemaB stabilisierten Thrombins. 

Patentanspruche 

1. Stabilisiertes Thrombin, insbesondere zur Verwendung als Thrombinzeitreagens, auf der Basis von 
Thrombin und eines Stabilisators, 

gekennzeichnet durch ein Stabilisatorgemisch aus 
Stabilisator I : HEPES-Puffer, 
Stabilisator II : Thiomersal, 

Stabilisator III: durch partielle Hydrolyse von Collagen erhaltene Gelatine. 

2. Stabilisiertes Thrombin nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch ein Stabilisatorgemisch, das ferner als 
Stabilisator IV Polybren enthalt. 

3. Stabilisiertes Thrombin nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dai3 es in Form einer 
isotonischen Salzlosung, vorzugsweise einer isotonischen Kochsalzlosung (Konzentration 0,104 mol/l), 
vorliegt. 

4. Stabilisiertes Thrombin nach den Anspruchen 1 bis 3, gekennzeichnet durch 

- 0,03 bis 0,06 mol/l und vorzugsweise 0,05 mol/l Stabilisator I, 

- 250 bis 750 mg/l und vorzugsweise 500 mg/l Stabilisator II 

und 

- 25 bis 40 ml und vorzugsweise 33 ml Stabilisator III, der einen Gehalt von 35 g Gelatine und 8,0 
g NaCI pro Liter aufweist, 

sowie gegebenenfalls 

- 0,11 g/l Polybren. 
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5. Stabilisiertes Thrombin nach den AnsprUchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da/» es in isotonischer 
Kochsalzlosung pro Liter enthalt: 

- etwa 2500 NIH-Einheiten Thrombin, vorzugsweise handelsubliches, nicht besonders gereinigtes 
Thrombin, 

- 26,4 bis 52,8 ml und vorzugsweise 44 ml HEPES-Puffer vom pH = pKA = 7,55, einer Konzentration 
von 1,15 mol/l (Stabilisator I), 

- 250 bis 750 mg und vorzugsweise 500 mg Thiomersal (Stabilisator II) 

und 

- 25 bis 40 und vorzugsweise 33 ml einer Gelatinelosung mit einem Gehalt von 35 g Gelatine und 
8,0 g NaCI pro Liter 

sowie gegebenenfalls 

- 0,1 1 g Polybren. 

6. Stabilisiertes Thrombin nach den AnsprUchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da/* es so eingestellt 
ist, da/J Normalplasma innerhalb einer mittleren Zeit von 17 + 0,2 s gerinnt. 

7. Stabilisiertes Thrombin nach den AnsprUchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi es in trockener, 
lyophilisierter Form, vorzugsweise in Dosiereinheiten mit eingestellter Thrombinaktivitat. oder in Form 
einer flussigen oder eingefrorenen Losung, vorzugsweise mit eingestellter Thrombinaktivitat, vorliegt. 

8. Verfahren zur Herstellung des stabilisierten Thrombins nach den AnsprUchen 1 bis 7, 

gekennzeichnet durch 
(A) 

1. Herstellung einer vorzugsweise isotonischen Salzlosung, bevorzugt einer isotonischen Koch- 
salzlosung, der Stabilisatoren I, II und Ml und Im Falle der Herstellung eines heparinunempfindli- 
chen Reagens der Stabilisatoren I, II, 111 und IV mit den erforderlichen Konzentrationen 

und 

2. Losung der erforderlichen Menge Thrombin, vorteilhaft von handelsublichem, nicht besonders 
gereinigtem Thrombin, im Stabilisatorgemisch 

sowie gegebenenfalls 

3. Einfrieren der erhaltenen stabilisierten Thrombinlosung, vorteilhaft bei etwa -20 ° C, 

oder 
(B) 

1. Herstellung einer Salzlosung, bevorzugt einer Kochsalzlosung, von Thrombin 
und 

2. Zusatz der Stabilisatoren I, II und III und im Falle der Herstellung eines heparinunempfindlichen 
Reagens der Stabilisatoren I, II, III und IV in den jeweils erforderlichen Mengen, vorzugsweise 
unter Einstellung einer isotonischen Losung, 

sowie gegebenenfalls 

3. Einfrieren der erhaltenen stabilisierten Thrombinlosung, vorteilhaft bei etwa -20 *C, 

oder 
(C) 

1. Lyophilisierung einer gemafl den Verfahrensvarianten A oder B erhaltenen stabilisierten 
Thrombinlosung 

und 

2. Auflosen des Lyophilisats zur Verwendung in Wasser oder einer Salzlosung 
sowie gegebenenfalls 

3. Einfrieren der erhaltenen stabilisierten Thrombinlosung, vorteilhaft bei etwa -20 °C, 

oder 
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(D) 

1 . Auftauen einer gemafl den Verfahrensvarianten A, B Oder C erhaltenen und, vorteilhaft bei etwa 
-20 • C, eingefrorenen stabilisierten Thrombinlosung, vorzugsweise bei etwa 20 * C, 

und gegebenenfalls 

2. Wiedereinfrieren der stabilisierten Thrombinlosung, vorteilhaft bei etwa -20 0 C, 
sowie gegebenenfalls 

3. Wiederauftauen der (wieder)eingefrorenen stabilisierten Thrombinlosung. 

9. Verfahren zur Thrombi nzeitbestimmung durch Gerinnung von Plasma, vorzugsweise von Normalplas- 
ma, mit stabilisiertem Thromin, gekennzeichnet durch Verwendung des stabilisierten Thrombins nach 
den Anspruchen 1 bis 7 bzw. eines nach einer der Verfahrensvarianten gemafl Anspruch 8 erhaltlichen 
stabilisierten Thrombins als Thrombi nzeitreagens. 

10. Diagnoseset, gekennzeichnet durch ein stabilisiertes Thrombin nach Anspruch 7 und gegebenenfalls 
Wasser Oder eine waflrige Losung zum Losen des Thrombins. 
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